
Studies on Tumoricidal Activity of
Tumorinfiltrating Lymphocytes and its application
to lung cancer patients

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8228URL



金沢大学十全医学会雑誌 第99 巻 第6 号 947 － 96 2 く1 99 01

肺癌腫瘍浸潤 リ ン パ 球 の 抗腫瘍活 性の 誘導と

そ の 賦 活 に 関 す る 研 究

金沢大学医学部外科学第 一 講座 く主任 こ 岩 席数授1

渡 辺 進 一

郎
く平成 2 年10 月29 日受付フ

947

肺癌 患者 に 対 す る補助療法 と して
， よ り効果的な養子 免疫療法 を行な う こ と の 基礎研究 と して

，

腫瘍浸潤リ ン パ 球 くt u m o r i n filt r a t in g l y m p h o c y t e
，
T I Ll を中心 と した 各種 リ ン パ 球の 培養後 のナ チ ュ

ラ ル キ ラ
ー

くn a t u r al k ill e r
，
N K J 活性

，
リ ン ホ カ イ ン 賦活 化 キ ラ

ー ロy m p h o ki n e a c ti v a t e d k ill e r
，

L A K l 活性
， 自己腫瘍 くa u t ol o g o u s t u m o r

，
A T いこ対 す る細胞傷 害活性な ら び に 表面 マ

ー

カ
ー

に つ い て

検 討 した ■ そ の 結果
一

T I L の N K 活性 は所属リ ン パ 節 リ ン パ 球 くr e gi o n al l y m ph n o d e l y m p h o c y t e
，

R L N LJ と 同様 に 末梢血 リ ン パ 球 くp e ri p h e r al b l o o d l y m ph o c y t e
，
P B LJ に 比較 して有 意に 低く ， そ の 抗

腫瘍活性 は著明 に 抑制さ れ て い る こ とが 明 らか に な っ た ． しか し
，
T 工L を O K －4 3 2 ある い は リ コ ン ビ ナ

ン トイ ン タ ー ロ イ キ ン ー くr e c o m b i n a n t i n t e rl e u ki n
．2

，
rI L －2ン存在下 に て 培養す る と くR L N L や P B L を

用 い た場合 と比較す る と有意 に 低 い が1 N K 活性
，
L A K 活性 ，

A T に 対す る活性が20 ％以 上 の細胞 を誘

導す る こ とが で き た 。 T I L の 表面 マ ー カ ー

は T 細胞優位 であ り
，

B 細胞 や マ ク ロ フ ァ
ー ジ

，
さ ら に は

N K 細胞の マ
ー カ ー

を も つ リ ン パ 球 は少数で あっ た ． 培養に よ っ て T 細胞 の 割合が ふ え ， 特 に 分化群

くCl u st e r o f D iff e r e n ti a ti o n
，
C D I 8 陽性細胞が 有意に 増加 した ． 以上 の 結果 か ら

，
T I L に は A T に 傷

害活性 をも つ リ ン パ 球 が存在す る可能性が 考え られ た ． そ こ で P B L を用 い て T I L の シ ミ ュ レ ー

シ ョ ン

くリ ン パ 球混合培養試馬釦 を作製 し ， 誘導 され た リ ン パ 球の 細胞傷 害活性 な どを詳細 に 検討 し
，
T I L の 場

合と 比 較 した ． 誘 導され た ア ロ ジ ェ ニ ツ タ作働細胞 くall o g e n i c eff e c t o r c elり の標 的細胞 に 対す る活 性

は
，
N K 活性 よ り も む し ろ L A K 活性 に 対 して 強い 相関関係 を示 し た ． こ れ ら の こ と よ り

，
T I L を培養

す る こ と に よ っ て A T に 対 して 細胞傷害活性 を有 する L A K 細胞 を誘 導で き る こ と が 明ら か に な っ た ．

ま た 自己 末梢血 ブ ラ ス ト化リ ン パ 球に 活性 を有 しな い T工L が 誘導 で き た ． し たが っ て誘 導さ れ た 活 性

化 T IL に は A T に 対 し特異性 を有 す る細胞傷害性 丁 細胞が
一

部存在 す る こ と が 推 定さ れ
，

T I L の

A T に 対 す る細胞傷害活性は細胞傷害性 丁 細胞 くC y t O t O X i c T l y m ph o c yt e
，
C T LI お よ び L A K 細胞の

活 性 で あ る と 考 え ら れ た － T I L に よ る 養子 免 疫療法 の 臨床応 用 と し て 癌性胸 膜炎 患者 の 胸 腔 内 に

T IL － L A K 細胞 ＋ rI し2 を注入 し
，
胸水 の 消失 を認め た ．

K e y w o r d s i n t e rle u k i n － 2
，
1y m p h o k in e a cti v at e d kille r c ell

，
a n ti g e n －

S p e Cifi c

C y t O t O X ic T l y m p h o c y t e
，

t u m O r
－i n filt r a ti n g ly m p h o c y t e

，

a d o p tiv e i m m u n o t h e r a p y

癌患者の 免疫能は
一 般に 低下 して い る が

， 肺 癌患者 B R M l を用 い て 賦活 し
， そ の 生存率 を向上 させ よう と

では他臓器癌に 比 べ て
，

一

層著明 で ある ． こ の よ う に す る非特異的免疫 療 法の 臨床 試行 が 多く な さ れ て き

低下して い る肺癌 患者 の 免疫的反応 を
，

い わ ゆ る生物 た ． 教室で も 溶連薗製靴 0重く．4 3 2 を用 い て の 臨 床比

学 的応 答 修 飾 物 質 くbi o l o gi c al r e s p o n s e m o d ifi e r
， 較試験が な さ れ

，
その 有 効性 を報告 して き た

1ト 引

A b b r e v i a ti o n s こ A I T
，

a d o p ti v e i m m u n o th e r a p y i A N O V A
，

a n aly si s of v a ri a n c e ニ A T
，

a ut ol o g o u s t u m o r ニ B A I
，
b r o n c h i al a rt e r y i nf u si o n ニ B C G

，
B a cill u s － C al m e tt e － G u e ri n i B R M

，

bi ol o gi c al r e s p o n s e m o d ifi e r ニ C D
，

C l u st e r of D iff e r e n ti ati o n ニ C M L
，

C ell ， m e di a t e
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こ のよ う な非特異的免疫療 法に 対 し
，
癌患者自身の

末栴血 リ ン パ 球 を
一

旦 体外に 取り 出 し， リ コ ン ビ ナ ン

ト イ ン タ
ー

ロ イ キ ン ー 2 くr e c o m b i n a n t i n t e r
－

l e u k i n －2
，
rI L －2I と と も に 長期間培養 し， リ ン ホ カイ ン

賦清化 キラ
ー

く1 y m p h o k in e a c ti v a t e d k ill e r
，
L A K H 細

胞 を誘導 し ，
こ れ を再び大量 の r工し2 と とも に 患者の

静脈 に 戻 し
，

L A K 細胞 に よ る抗腰瘍性 を期待 し
，
治

療 を 行 な う
，

い わ ゆ る 養 子 免 疫 療 法 くad o pti v e

i m m u n o th e r a p y ，
A I T I が

，
R o s e n b e r g ら

6m
に よ っ て

創始 され ， その 臨床応用 が な さ れ て き た ， しか し
，

こ

の よう な全身投与に よる 養子 免疫療法 に は種々 の 副作

用 が生 じる こ と が明 らか に さ れ ， そ の 奏効率も 必 ず し

も 高率 では な い こ とが 明ら か に され てい る ． 教 室で は

種 々 の 基礎実験 の後 ， 養子 免 疫療 法の 臨床応 用 と し

て
，

L A K 細胞 の肺癌患者の 気管支動脈内注入 に よ る

局所 的養子 免疫療法 を行な っ て きた
梱

一 方
，

こ の よ う な末輸血 リ ン パ 球 を用 い て の養 子免

疫療法 に 対 し
， 腫瘍浸潤 リ ン パ 球 くt u m o r i n fil tr a ti n g

l y m p h o c y t e
，

T I LJ を 用 い て 培 養 ． 誘 導 さ れ る

T I しL A K 細胞 の 打っ 細胞傷 害活性が
， 末梢血 リ ン パ

球くp e ri p h e r a l b l o o d l y m p h o c yt e
，
P B り か ら培養 ． 誘

導 さ れ る P B L － L A K 細 胞 よ り 高 い こ
．

と が 知 ら れ
，

種々 の 癌に 対し
，

一

部臨床応用 が 開始さ れ ， そ の臨床

効果が よ り優れ て い る こ とも 報告さ れ て い る
101

．

本論文で は
，
T I L によ る L A K 細胞 の誘導 お よ び そ

の 免疫的機台引こ関する基礎的研 究を 中心と し
，

さ ら に

T 工し L A E 細胞 に よ る養子 免疫 療法 の 臨床応用 の 予備

研究 と して
， 少数例の 痛性胸膜 炎の 治療 に つ い て 検討

した ． す な わ ち ， 手術材料か ら 採取 した肺癌組織か ら

T IL を抽出 し， そ の細胞傷害活性 を P B L
， 所属 リ ン

パ 節 リ ン パ 球 くr e gi o n al l y m ph n o d e l y m ph o c yt e
，

R L N Ll と比 較 し
，
同時 に それ ら の 表面マ

ー カ ー

を 検

討 し た ． さ ら に TI L の シ ミ ュ レ
ー シ ョ ン と し て

P B L を用 い て
， リ ン パ 球 を試験管内 で 混合培 養 す る

こ と に よ り
， 標的細胞傷害 を有す る T 細胞 を誘導 し

，

そ れ と比 較 して T 工L の性格づ け を行 な う
ー

助と した ．

ま た
，
癌性胸膜炎 患者の 胸 水か ら抽 出し た T IL を 用

い て の A 工T を行 な っ た ，

対象お よ び方 法

工
． 対 象

198 9 年10 月 よ り199 0年 7 月 ま で に 金沢大学第 一 外科

1y m p h o c y t e ニ C T L
，

C y t O t O X i c T ly m p h o c y t e

l e u k o c y t e a n tig e n ニ H B S S
，

H a n k s
，

b al a n c e d

辺

に 入 院 し ， 病理 組織学的に 肺 癌と確 定診 断され た症例

の う ち46 例 を対象と し
，

そ の 末梢血
， 局所 リ ン パ 節お

よ び腫瘍組織 を用 い た ． 症例 の 内訳 は
，
男性27イ札 女

性 9 例で
，
年令 は45 へ 8 0歳 く平均68 ． 4 射 で あ っ た ． 病

理 組織塑 は
，
扁平上 皮癌16 札 腺病16 例 ， 腺扁平上 皮

癌 1 例 ， 大細胞癌2 例 ，
小細胞癌 1 例 で あっ た ． 病期

分類 は
， 肺癌取扱 い 規約 く198 71

1 り
に よる T N M 分類に

よ っ た ． その 他 ， 対照 と して 健康成人 8 名の 末棺血 を

使 っ て 検索 を行な っ た ．

工I
． リ ン パ 球の 分離 と 浮遊液 の 調 整

1 ． P B L あ る い は胸水中の T IL

単核球の 分離は Fi c o ll － H y p a q u e 比 重 遠心法 に より

行な っ た 一 早朝空 腹時 に 採取 し た ヘ パ リ ン 加 末梢血

1 0 へ 2 0 m l を
，

0 ． 1 M リ ン 酸緩衝 生理食塩 水くp H 7 ． 4I

くph o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e
，
P B S l で 2 倍 に希釈 し

，

F i c oll － H y p a q u e 液 く比 重 1 ． 0 7 7 1 くL y m p h o p r e pl

くN y e g a a d
，
O sl o

，
N o r w a yJ 上 に 静 か に 重 層 さ せ

，

4 0 0 X g で2 0 分間遠心後 ， 中間層を採取 し ，
ペ ニ シ リ ン

2 0 0 Uノm l
，

ゲ ン タ マ イ シ ン 1 0 JL gノm l を 添 加 し た

R P M I － 1 6 40 液 くGib c o
，

G r a n I sl a n d
，

N e w Y o r k
，

U S A J で 3 回 洗浄 し
，
単核球 を分離 した ． 次い で直径

6 c m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー レ tF al c o n

，
O x n a r d

，

C alif o r n i a
，
U S A l に R P M I －1 6 4 0 液 をう す く 敷き

，
そ

の 上 に 単核球浮遊液 を散布 し
，
37

0

C
，
5 ％ C O 2 下で 1 時

間静置後 ， 上清液 を採取 し て プ ラス チ ッ ク 付着細胞を

除 去し た ． 非付着細胞浮遊液 を 200 x g で 5 分間遠 心

した後 ，
そ の 沈漆 を非動化 した 牛胎児血 清 tf e t al c alf

S e r u m
，
F C Sl くGib c oI を 10 ％ 濃 度 に 加 え た R P M I －

1 6 4 0 液 に 浮遊さ せ た ．

2 ． 領域 リ ン パ 節 リ ン パ 球 くr e gi o n a1 1 y m ph n o d e

l y m ph o c y t e
，
R L N LJ

術 中採取 し た局所 リ ン パ 節 を P B S 中で 眼科用 ハ サ

ミ で細切 し
，
金属 メ ッ シ ュ くN B C 工 業

，
大阪1 で 濾過

し た後
，

F i c o ll － H y p a q u e 比 重 遠心法 に よ っ て 単核球

を分離 し ，
P B L と 同様 の 方法 に よ り プ ラ ス チ ッ ク非

付着細胞 を集 め
，

こ れ を R L N L と し た ． 各リ ン パ 節

の 一 部 か ら病理 組織標本 を作成 し
， 転移 の 有無 を検索

し た ．

3 ． T I L お よ び 自 家 腫 瘍 くa u t ol o g o u s tu m o r
，

A Tl

術 中 切 除 し た 肺癌 組 織 よ り採取 し た 標 本 か ら健

常 組 織 ， 壊 死 組 織 を 除去 し ，
P B S で 2 回洗浄 した ．

F C S
，

f e t al c alf s e r u m ニ H L A
，

h u m a n

S alt s ol u ti o n ニ I L －2
，

i n t e rl e u k i n － 2 i L A K ，

1y m p h o k i n e a cti v a t e d k ill e r ニ M A F
，

m a C r O p h a g e a cti v a ti n g f a c t o r ニ M L C
，

m ix ed



肺 癌腫瘍 浸潤 リ ン パ 球 の 抗腫瘍活性 と そ の 賦活

V o s e
功
の 方法 に 基づ い て

，
0 ． 0 1 ％ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ

くh y al u r o n id a s e T y p e トS
，
S i g m a

，
S t ． L o u i s

，
U S A J ，

0 ．2 5 ％ コ ラ ゲ ナ
ー

ゼくc oll a g e n a s e T y p e トA
， S i g m al ，

0 ． 1 ％デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア
ー

ゼ くd e o x y ri b o n u cl e a s e

T y p e I
，
S i g m al を添加 した R P M I －1 6 4 0 液 中で 標本 を

眼科用 ハ サ ミ で 紙切 し
， 金属 メ ッ シ ュ で濾過 した ． つ

い で細胞浮遊液 に0 － 2 5 ％ トリ プ シ ン くt r y p si n ， S i g m al

を 10
へ 2 0 m l を 添加 し た P B S に 浮 遊 さ せ

，
マ グ ネ

チ ッ ク ス タ ー ラ ー に て15 分間捜 押 した ． 上 清 を2 枚重

ね の ガ ー ゼ で 2 回 濾 過 し
，

H a n k s 液 くH a n k s
，

b al a n c e d s a lt s o l u ti o n
，
H B S S J で 2 回 洗浄 した後 ，

そ

の 沈漆を非動化 し た 1 0 ％ F C S 添加 R P M l －1 6 4 0 液 に

浮遊さ せ た ． 次 い で 直径 6 c m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ に R P M I －1 6 4 0 液 をう す く 1 m l 程敷 き ， 細胞浮遊液

を加え
，
3 7

0

C
，
5 ％ C O 2下で 1 時間静置後 ，

上 清液 を採

取 して プ ラ ス チ ッ ク 付着細胞 を 除去 し た ． 次 に 10 ％

F C S 添加 R P M I－1 64 0 液 を用 い て ，
2 5 ％， 1 5 ％

，
1 0 ％

P e r c o11 くSi g m aJ を作製 し
，

それ ぞ れ 2 ． 5 m l づ つ 重 層

し
， 室温 ，

2 5 X g で 7 分間遠心後，
上 層， 下 層を そ れ

ぞれ 採取 し
，

H B S S に て 2 回 洗 浄 し た ． 上 層 よ り

TIL を
， 下層よ り A T を得 た ．

m
． 細胞傷害活性 の 測 定

試験管 内で K 56 2 細胞 く継代培養 した ヒ ト赤白血病

細胞由来 の細胞附 を標的細胞 くt a r g e t c ellJ と して 用

い て ナ チ ュ ラル キ ラ ー くn a t u r al k i11 e r
，
N K l 活性 を ，

同様 に D a u d i 細胞 くヒ トバ ー

キ ッ ト リ ン パ 腫由来の柵

脚剰 を用 い て L A K 活性 を
5
C r 遊 離試験 に て 測定 し

た ． そ の 軋 A T
，

ア ロ ジ ェ ニ
ツ ク 細 胞 くall o g e n i c

C ell
， 特定個人の ブ ラ ス ト化され た リ ン パ 豹 等 を標的

細胞と して用 い る場合も 同様に し た ． ま ず，
リ ン パ 球

を1 0 ％ F C S 添加 R P M I －1 6 40 液 で 4 x l O
6

c ell sノm l に

調整 し
， その 10 0 ノバ を96 穴平 底型 マ イ ク ロ プ レ ー ト

くF al c o n J の穴 に 分注 し
， 作働細胞 くeff e c t o r c ellJ と し

た 一

一 方
，

2 x l 胱 e ll sノm l 濃度 の 標 的 細 胞 浮 遊 液

1 m l に 2 0 0 JL C i の N a 2

5
C r O 4 く20 0 J L りくN e w E n g

－

1 a n d N u cl e a r
，
B o st o n

，
M a s s a c h u s e t ts

，
U S A l を 加

え
，
3 7

0

C
，
5 ％ C O 2 下 で 1 時間イ ン キ ュ ベ

ー

卜し た後 ，

R P M I －1 6 4 0 液で 3 回 洗浄 し
，
1 0 ％ F C S 添加 R P M I ．

1 6 4 0 液 に 浮遊 さ せ た も の を
51

C r 標識 標的細胞 浮遊 液

と し た ■ 次 い で
，

1 x l O
5
c e ll sノm l 濃 度 に 調 整 し た

5

でr 標 識標 的細胞 浮遊 液 100 ル1 を先 の 作 働細胞 液

100 声1 に 加 え た に の 条件 で 作 働細 胞 と 標 的細 胞 は

1y m p h o c y t e c ult u r e 三 N K ， n a t u r al k ill e r 3

9 4 9

4 0 二 1 の 数 比 と な るト 37
0

C ， 5 ％ C O 2 下 で 4 時間イ ン

キ エ ペ
ー

卜 し た後
，
上 清 を各穴 か ら 100 〆1 宛採取 し ，

上 清中の
5
C r 放出量を オ ー

ト ウ エ ル ガ ン マ
ー

カ ウ ン

タ ー A R C 5 01 げ ロ カ
， 東京いこて測定 した ． 下 記の

計算式に 基づ き特異的
51

C r 放出傭 を算出 して ， こ れ を

細胞傷 害活 性値 と した ．

細胞傷害活性く％1

5
でr 実測値－

5
C r 自然放出量

S
C r 最大放出量－

5
C r 自然放出量

X lOO

最大放 出量 は標的細胞 に0 ． 1 N 塩酸100 メ1 を加 え た

時の
51

C r 放 出量を示 し ， 自然放出量 は 10 ％ F C S 添加

R P M 工．1 6 4 0 液 10 叫 1 を加 えて 4 時間イ ン キ ュ ベ ー

卜

し た後の 標的細胞
51

C r 放出量で ある ．

I V ． r I L － 2 ま た は O 正一 4 3 2 の 添加培養 に よ る 細胞傷

害活 性の 測定

4 x l O 七ell sノm l 濃度 の リ ン パ 球 浮遊 液 0 ， 4 m l に

2 0 Uノm l 濃度の r工し2 く塩野 義製薬
，
大阪川 ． 6 m l ま た

は 5 K El m l 濃度 の O K －4 3 2 仲 外製 薬
，
東 京川 ． 1 mi

く＋ R P M I －1 6 40 液0 ．5 m lJ を添加 し
，
3 7

0

C ，
5 ％ C O 2 下

で 5 日間培養 した ． K 56 2 細胞，
D a u di 細胞 ，

A T を

櫻的細胞と し
， 培 養リ ン パ 球に よ る細胞傷 害活性 を測

定 した － ま た
， 同時に 患者 P B L を 1 JL gノm l 濃 度の

フ ィ ト へ マ グ ル チ ニ ン くph yt o h e m a g gl u ti n i n
，
P H A l

くP H A ， P H D if c o
，
D e t r oit

，
M i c h i g a n

，
U S Al 存在下で

3 日 間培養 し
，

ブ ラ ス ト化 さ せ
， 標 的細胞 と し て 用

い
巨 細胞傷害活性 を測定 した ．

V ．
T I L の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン

リ ン パ 球混 合培養試験 に よ り誘導さ れる 作働細胞 を

T IL の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン と し て作製 し た ． 健 常人 の

P B L く研究者自身 の P B LJ を0 ． 1 m gノm l 濃度の マ イ ト

マ イ シ ン C く協和発酵 ， 東 剰 を添加 した 10 ％ F C S 添

加 R P M I － 1 6 4 0 液 中，
3 7

0

C ，
5 ％ C O 2 下 で30 分間培養 し

た ■ そ れ を R P M I －1 6 4 0 液に て 5 回洗浄し
，
刺激細胞

と し た ■ こ の 健常人 P B L を 患者 P B L と 1 ニ 1 とな

る よ う に 混合 し
，

1 0 ％ F C S 添加 R P M I －1 6 4 0 液 中 ，

3 7
0

C
，
5 ％ C O 2 下 で10 日 間培養 した ． 健常人 P B L を癌

細胞
，
患者 P B L を TI L と想定 し た ． 培養 5 日目 に 培

養液 を交換 した ． さ ら に1 0 日目 に 培養液 を 20 U ノm l 濃

度の rI L
－ 2 存在下の 10 ％ F C S 添加 R P M I ． 1 6 4 0 液に

換 えて
，
3 7

0

C
，
5 ％ C O 2 下 で 5 日間培養した ． ま た

，
誘

導さ れ た 特異 的細胞傷害活性 をも つ T 細 胞 の 活性 を

測定す る た め に
， 同時に健常人 の P B L を 1 JL gI m l 濃

P B L
， p e rip h e r al b l o o d ly m p h o c y t e ニ P B S

，

p h o s p h a t e b uff e r e d s al in e ニ rI L －2 ， r e C O m bi n a n t i n t e rl e u k i n － 2 i P H A
， p h y t o h e m a g g l u ti ni n 三

R L N L
，
r e g i o n al l ym p h n o d e l y m p h o c y t e 三 T I L

，
t u m O r －i n filt r a ti n g ly m p h o c y t e
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度の P H A 存在下 で 3 日 間培 養 し ，
ブ ラ ス ト化 さ せ

た ． 上 記の ごと く ，
1 5 日 間培養 し た患者 P B L を作働

細 胞 と し て
，

ア ロ ジ ェ ニ ツ ク 標 的 細 胞 くall o g e ni c

t a r g e t c elり，
D a u d i 細胞，

K 5 6 2 細胞 に 対す る 細胞傷害

活 性 を測 定 し た ． ま た
，

対照 と し て ． 1 0 名 の 患 者

P B L を ， 混合培養を行わ ず に 上 記と 同様1 5 日 間培 養

して
，
ア ロ ジ ェ ニ

ツ ク標的細胞 ，
D a u d i 細胞 ，

K 5 6 2 細

胞 に 対す る 細胞傷害活性 を測定 し た ．

V I ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る リ ン パ 球亜 群 の 分 類

肺癌患者の 膿瘍組織よ り分離 し た リ ン パ 球分画 中の

リ ン パ 球亜 分画 を と ト リ ン パ 球 に 対 す る 各 種 モ ノラ

ロ ー ナル 抗体を用 い 検討 し た ． 3 へ 5 X l O 生ell sノm l に

濃 度調整 した リ ン パ 球浮遊液 100 メ1 に モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗体 1 叫 1 を加え
，

4
0

C
，
3 0 分間静置 し た ． こ れ に

P B S l m l を加 え ，
レ ー ザ ー フ ロ

ー サ イ ト メ ー

タ
ー

S p e c tr u m 工1I くO r th o D i a g n o s ti c s y s t e m
，

R a rit a n
，

N e w J e r s e y ，
U S A l に よ っ て 蛍 光陽 性細 胞 を測 定 し

た ． 使用 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 は
，

す べ て 市販で 蛍光標

識 さ れ た もの で あり ， 末楷血 丁 細胞 に 特 異 的な 分 化

群 くCl u s t e r o f D iff e r e n ti a ti o n
，
C D1 3

， C D 2
． C D 5 ，

ヘ

ル パ ー ノイ ン デ ュ
ー サ ー T 細胞 に 特異的 な C D 4

，
サ プ

レ ツ サ ー l 細胞傷害性 丁 細胞 に 特異的 な C D 8 くO rt h o

D i a g n o sti c s y s t e m ン，
N K 細胞 くn a t u r al k ill e r c elll に

特異的な C D 57 くL E U 71 ，
C D 1 9

，
N K 細胞及び 好中球 に

特 異的 な C D 1 6 くL E U l lI ，
B 細 胞 に 特 異 的 な C D 2 0

くL E U l 軋 B 細胞 ， 単球 ，
マ ク ロ フ ァ ー ジ及 び 活性 化

丁 細胞 に 特異的 な ヒ ト リ ン パ 球 抗 原
－

D R くb u m a n

l e u k o c y t e a n ti g e n
． D R

，
H L A － D R l くB e c t o n D i ck i n

－

S O n
，
M o u n t ai n V i e w

， C a lif o r n i a
， U S A l ，

N K 斉田胞 に

特異的な N K H －1 くC o u lt e r
，
H i al e a h

，
Fl o rid a

，
U S A J に

対す る抗体 を用 い た ，

叩 ． L A R 細胞の 大量誘導

1 ． P B L の 分離

Fi g ． 1
．

A u t o m a t e d h i gh d e n sit y c ell c ul t u r e

S y St e m くS H C －1l ．

辺

ブ ラ ッ ド セ ル セ パ レ ー

タ
ー 工B M 2 9 9 7 く日本 ア イ

ビ ー エ ム
， 乗京1 を用 い て 肺癌患者よ り 白血 球 分 画を

採取 し
，

さ ら に Fi c o ll － H y p a q u e 比 重遠心 法 に よ り
，

P B L を 分離し た ．

2 ．
T I L の 分離

癌性胸膜炎 を併 発 し た肺 癌 患者 よ り ， 胸水 を 採取

し
，

F i c oll － H y p a q u e 比 重遠心法 に よ り ，
T I L を分離

した ．

3 ． 高密度自 動細胞培養 シ ス テ ム

今回 の研 究で 使 用 し た高密度自動細胞培養 シ ス テム

は
， 島津高密度細胞培養装置 S H C －1 く島津製作所

，
京

都ナ で あ るく図11 ． S H C － 1 は培養槽 内で ス タ ー ラ ー

を回

転さ せ る 構造 で あり
， 培 養液 の交換 が自動的 に 行なわ

れ る ． 培養液中の p H
，
溶存酸素

，
温度 な ど は随時モ

ニ タ
ー

さ れ ， 終始 鵬 定の 培養条件 に 保 た れ る ． こ の培

養装置 を用 い て
， 先に 分離 した リ ン パ 球 を 1000 U ノ血

の r工し2 と共 に 培養 し た ．

4 ． L A K 細胞の 回 収

培養後 1 旬 2 週目 に 培養槽を P BS で 洗浄 し， 細胞

を回 収 し た ． 回 収さ れ た L A K 細胞 は 言細胞数 ， 細胞

傷害活性 ， 細胞表 現 マ
ー カ ー くp h e n o t y p el な どを測定

し た ．

叩 ． 養子 免疫療法 くA 工TI

上 記 の方法 に よ り大量 に 誘導 ．

回 収さ れ た L A E 細

胞 は
， 胸腔 内ド レ ー ン よ り患者胸腔内 に 注入 した ．

I X ． 測 定値 の 有意差検定

細 胞 傷 害活 性 の 測 定 値 は
， 平 均 値 士 標 準 偏 差

くm e a n 士S ． D ．1 をも っ て 示 した ． 対応 の ある 場 合の 有

意差検定 に は
，

t 検定 を用 い
，

多群 間の 有 意差 検定 に

は ， 分散 分析後 ，
S c h effe の 多重 比 較法 を用 い

， 危険

率 5 ％ 以下 を有 意差 あり と し た ．

成 績

I ． 肺癌患者 リ ン パ 球 の N E 活性 の 変動

51
C r 放 出度 を 指標 と した 肺 癌患 者 7 例の P B L の

N K 活性 は30 ． 5 士9 ． 9 ％ で あり
，
2 0 ％以 上 の 活性 を示

す の に 反 し
， 転 移 を 認 め な い 9 標 本 の R L N L の

N K 活 性 は1 4 ． 0 士7 ． 2 ％
，
肺 癌患 者2 2 例 の T工L の

N K 活性 は14 ． 7 士5 ． 8 ％で あ り ，
P B L と比 較 し て有意

に くp く0 ． 0 51 低 か っ た く図2 わ． また ，
D a u d i 細胞 に た

い す る 細胞傷害酒性は
， 肺癌患者6 例 の P B L で19 ．5

士8 ． 2 ％
， 転移 を認め な い 8 標 本 の R L N L で 13 ． 8 士

8 ． 8 ％
，
肺癌 患者21 例 の T IL で12 ． 8 士5 ． 7 ％ で あり ，

い

ずれ も20 ％以 下 の活性値で あ っ た く図2bl ．

工工
．
O 正 一 4 3 2

，
r工し 2 添加培養 に よ る T I L の 細胞傷害

活 性 の 増強



肺癌腫瘍浸潤 リ ン パ 球 の 抗腫 瘍晴性 と そ の賦 活

O E － 4 3 2
，
r工し2 を添加 し て 5 日 間培 養 し た 肺癌患 者

22 人 の TI L に つ き
，

K 5 6 2 細胞 ， D a u d i 細 胞 ，
A T に

対する傷 害活性 を測定 し た ． K 5 6 2 細胞 に 対 す る 活 性

くN K － L A K 活性， あ る い は
， 単に N K 清 衡 は

， 無添

加群14 － 7 士5 ■ 8 ％ ． O K －4 3 2 添 加群28 ． 5 士 1 4 ． 1 ％
，

くaI

T t L R L N L

くn 三 2 2 I くn 三 三9 I

き
爛

ヱ
1

0

d

O

賃
O
1

0
1

ト

U

3 0

2 0

1 0

．

1
r掬

5 0

b

き
－

ヱ
1

0

d

O

賃
O
1

0
1

h

O

0

0

A
．

3

2 0

1 0

T I L R L N L P B L

くn モ 2 1 I くn 三 8 I くn 可引

Fi g － 2
． C y t o t o x i c a cti vi ty o f ly m p h o c y t e s

b ef o r e c ul t u r e ． くaI N K a c ti vi ty o f P B L
，

R L N L
， a n d T I L i n p a ti e n t s w ith l u n g c a n c e r ．

くbJ c y t o t o x i c a c ti vi ty a g a i n s t D a u d i c ell s

P B L
，
R L N L

， a n d T I L i n p a ti e n t s w ith l u n g
C a n c e r ． P B L

，
R L N L

，
a n d T I L w e r e t e s t ed f 。r

l y si s of K 5 62 c ell s i n
51

C r s p e cifi c r el e a s e

a s s a y ． 1 0 0％こ e X p e ri m e n t al r el e a s e こ m a x i m al
r el e a s e ． D a t a a r e sh o w n a s m e a n 士 S ． D

， ．

ホ

， p く0 －0 5 b y A N O V A くa n al y si s o f v a ri a n c el
W ith S c h e ff e

，

s m ul ti pl e c o m p a ri s o n ．

9 5 1

r王し2 添加群32 ． 6 士 14 ．7 ％で あり
，
無添加群 と 比 較 し

て 0葺く． 4 32 添加群
，

r王し2 添加群 で 有意に くp く 0 ． 岬

傷害活性 の 増強が 認め られ た 憫3 aJ ． D a u di 細胞 に 対

す る活性 くL A王く 活空封 は
， 無 添加群12 ． 8 士 5 ． 7 ％

，

O K －4 3 2 添加 群31 ． 1 士 1 4 ． 1 ％
，

r工し2 添加群33 ． 7 士

1 2 － 3 ％ で あ り ， 無添加群 と比 較 して O K － 43 2 添加 瓢

r工し2 添加群 で 有意 に くp く0 ． 0 5J 傷害活性の 増 強が 認

め られ た く図3bI ． A T に 対す る活性は
， 無添加群4 ．4 士

3 ■ 5 ％
，

O K － 4 3 2 添加群1 6 ． 7 士7 ． 0 ％
，

r工し2 添加 群

2 1 ． 5 士7 －3 ％で あ り
， 無添加群 と比較 し て O K －4 3 2 添

加 瓢 rI し2 添 加群で有 意に くp く0 ． 0引 傷害活性 の 増

強が 認め ら れ た く図3cl ．

C o n tr o 1 0 K － 4 3 2 r ル ー

2

くn 亡 2 2 1 くn せ 2 0 I くn ニ 2 2 I

I
．

0

％

1 0

■
一

t

t

0

き
写

票
岩
n

膏
O
1

0
1

－

0

t
t

r
■
■

．

2

2 1

ル

矩

r

く

4 3

欄

－

一
．

O K

h

d

． ．

り

t r

2

n

－
－

O

n

C

く

Fi g ． 3
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対照と して ．
P H A を添加 し て 3 日間培養 して 幼 若

化 さ せ た 患者自 身の P B L くP H A プ ラ ス り くP H A －

b l a s t o g e n e si s
，
P H A －bl a stl に 対す る T IL の 細胞傷害

活性 を測定し た ． P H A ブ ラ ス ト に 対す る活 性 は
， 無

添 加群2 ． 1 士 2 ． 0 ％ ，
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の割 合を
， 培養前 と培養後 の T 王L に つ い て比 較 し た ．
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t o x i city a g a i n st D a u d i c ell s a n d all o g e n i c

t a r g e t c ell s くbl ．

C o r r el a ti o n o f all o g e ni c e ff e c t o r c e11 s
，

c y t o ．

t o x i cit y a g ai n st o f K 5 6 2 c ell s a n d D a u d i c ell s

くcl ．

1 00 ％こ e X p e ri m a n t al r el e a s e
ニ

m a X i m a l r e
．

1 e a s e ．
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0

0
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4
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辺

C D 2 0 陽性細胞 は減少 し たが
， 有意の 減少で は な か っ

た ． また
，
C D 4 陽性細胞ノC D 8 陽性細胞は1 ． 6 9 士0 ．6 9

か ら0 ．8 6 士0 ．5 4 に 低下 し たが
，
有意差 はなか っ た ．

V工．
L A K の 胸腔 内注入 に よ る 養子 免疫療法

S H C －1 を使用 し て回 収さ れ た L A K 細 胞 を胸 腔内

注入 に よ り ， 患者自身に 戻 す養子 免疫療法 を 3 例 の 癌

性胸膜 炎を合併 した肺癌 患者 に 計 4 回施行 した ． 3 例

中 2 例で胸 水の 消失を認 め た く表い ．

考 察

AI T は R o s e n b e r g ら に よ っ て P B L － L A K の 全身投

与 と して 臨床応用 さ れ た
61乃

． その 後 ， 多く の 施設 で
，

基礎的並 び に 臨床的研究 が 重ね ら れ
， 有効な L A K 細

胞の 誘導 ， 培養法 ， そ の 細胞傷害活性増強法
，
A r r の

投与経路 な ど に つ い て種 々 の 検討 が な さ れ て き た ． し

か し
， 臨床効果 を発揮す る の に必 要な L A K 細胞数

，

L A K 細胞の 増殖法
，

rI L ． 2 の 大量投与 に よ る毛細血管

透 過 性 漏 洩 症 候 群 くc a pill a r y p e rm e a b ilit y l e a k

S y m d r o m e いこ対 す る対策 な ど未 だ未解 決 の 諸問題 を

残 し て い る ． 肺癌 に 対す る A n
l

療法は
，

未だ そ の 緒

に つ い た ば か り で あ り ， その 報告も 少な い が
， 他臓器

癌で の AI T の 問題点 を考慮 して
， 教室を は じめ 気管

支動脈 内投与くb r o n ch i al a rt e r y i n fu si o n
，
B A Il の 報告

が多 い
4 冊 15I

． ま た ， 教室の 吉 田
1 の

，
木村 ら

相 川
は

，
腫瘍

細 胞 に 接 触 ， 刺 激 さ せ た L A K 細 胞 くsti m ul a t e d －

L A K 細胞う の細胞傷害活性 が極 め て 高 い こ と を報告

して い る ． こ の よ う な P B L － L A K に よ る A I T の 他

C D 3 C D 1 9 C D 4 C D 8 C D 5 7 C D 1 6 C D 2 0 C D 5 C D 2 H L A N K H
－

1

C ell s u rf a c e m a r k e r

－ D R

F i g ， 9 ． A u g m e n t a ti o n o f c ell m a r k e r s o f T I L a n d 5 ． d a y
－

C u lt u r e d T I L ． U s e d c ell

m a rk e r s w e r e C D 3
，
C D 19

，
C D 4

，
C D 8

，
C D 5 7

，
C D 1 6

，
C D 2 0

，
C D 5

，
C D 2

，
H L A ． D R a n d

N K H －1
． D a t a a r e sh o w n a s m e a n 士 S

－
D

． ．

轟

， p く 0 －0 5 b y p a i r e d t t e st ．
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T a bl e l ． E ff e c t o f l o c al a d o pti v e i m m u n o th e r a p y th r o u g h i n t r a th o r a c i c

i nf u si o n ．

C a S e h i s t ol o g y

i n f u s e d C y t O t O X i ci ty C D 3
C D 4ノC D 8

pl e u r al

L A K c ell く瑚 く％I eff u si o n

1 ． 6 3 言
a d e n o －

C a r C l n O m a

T工L

3 ．8 x l O
8

N E 1 4 ．8

L A K 2 6 ．8

A T 1 5 ．6

9 2 四 n o c b a ェg e

tb e

S a m e

a b o Y e

a d e n o
－

C a r C l n O m a

P B L

6 ．6 x l O
島

N K 1 3 ．2

L A E 2 6 ．1

A T 9 ．5

8 2 1 ．0 n o c h a n g e

2 ． 5 5 言
a d e n o

一

C a r C l n O m a
．

T 工L

2 ．O x l O
8

n o t t e st e d 8 9 1 ．9 d i s a p p e a r e d

3 ． 5 4 富
a d e n o

－

C a r C l n O m a

T T L

2 ．O X l O
8

N K 5 ．2

L A E 1 2 ．5
9 0 0 ．0 4 d i s a p p e a r e d

N K
，
N a t u r a l k ill e r c ell a c ti vi ty a s s a y e d b y c y t o to x i c a c ti vit y a g a i n s t K 5 62

C e ll s ニ L A K
，
L y m p h o k i n e a c ti v a t e d k ill e r c ell a c ti vi ty a s s a y e d b y c yt o t o x i c

a c ti vit y a g a i n s t D a u di c ell s ニ A T
， C y t O t O 又i c a c ti v it y a s s a y ed a g ai n s t

a u t o l o g o u s t u m o r c e11 s ．

に ，
T工L か ら誘導さ れ る TI しL A K 細胞 の 抗腫瘍性が

最近注目さ れ ，

一 部臨床応 用 され て い る ． R o s e n b e r g

ら
10，

は微小 転移 を有す る マ ウス に 工し2 を添 加 し て 培

養した TI L の 移入 療法 を行 い
． 末棉血 由来の L A K 細

胞と比較 して50 倍 か ら100 倍 の 治療効 果 を 示 し た と 報

告して い る ． T I L は P B L と比 べ ると N K 活性が 非常

に低く
， 免疫監視機能が 抑制さ れ て い る も の と考 え ら

れる が
17，

．
rl し2 を全身投与 する と

，
N K 活性 は上 昇 す

る
1 8，

－ 著 者 の 研究 に お い て も ．
T I L の N K 活性 は

R L N L と と も に
，
2 0 ％以 下 で あ り

，
なん ら か の 免疫抑

制を受 け てい る こ と が 示 唆さ れ た ． また
． 森 ら

1 9 j

は

口腔癌よ り分離 した TI L に rl L －2 を添加 して 培養 し ，

N K 活性
，
L A K 活性 を測定 した と こ ろ

，
P B L よ り も

高い 活性 を示 す 症 例も 認 め た と 報 告 し て い る ． し か

し
，
P i s a n i ら

20，
は

，
I L－2 を添加 して 培養 した TI L の

E 5 62 細胞 ，
M 1 4 細胞 ， 自家腫瘍細胞 ， ア ロ ジ ェ ニ

ツ

ク 腰瘍 くa1l o g e n i c t u m o rl に 対 す る細 胞傷 害活 性 は

P B し L A K 細胞 と比較 し て低値 で あ っ た と報告 し て い

る 一 K 5 6 2 細胞 を使 っ て N K 活性 を ，
D a u d i 細胞 を

使っ て L A K 活性 を測定
21I

した と こ ろで ， 著者 の 研究

で は肺癌 TI L の N K 酒性 は P B L に 比 べ て有意 に 低

く
， ま た

，
rI L －2 を添加 し て培養 した T IL の K 5 6 2 細

胞，
D a u d i 細胞 ， 自家腫 瘍細胞 に 対す る細胞傷害活性

は
，
P B しL A K 細胞 と 比較 し て有意 に 低い と の 結果を

得た ．

9 5 7

健康人 で は腫瘍細胞が 出現 す る
．

と N K 細胞 ， 抗原特

異性 C T L な どの細胞免疫機 能が賦活化さ れ る が
， 痛

患者 で は腰瘍細胞が 増殖 す る に した が い
， 免疫防御機

能は抑制さ れ る ． そ れ 故
，
癌患者 で は進行性の T 細胞

不全が 生 じて お り ， 末棉血 丁 細胞の 種々 の 機 能 も抑

制状態 に あ る ． こ れ ら免疫抑制の 原因と し て は
， 担癌

生体 に お け る サ ブ レ ツ サ ー 細胞 の 出現
22I2 3ン

．
流血 中 の

可溶性免疫 複合体くs ol u bl e i m m u n e c o m pl e xJ
24

や マ ク

ロ フ ァ
ー ジ の 産 生 す る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン な どの 抑制

因子
2512勾

の 存在 ， 低栄 養状態
節I

，
癌細胞 に よ っ て産生 さ

れ る免疫抑制物質の 作用 が 考 えられ る ． サイ ト カイ ン

の 面か ら は T 細胞 の 1 し2 産 生能の 低下
，
イ ン タ

ー

ロ

イ キ ンー2 くi n t e rl e u k i n
． 2

，
l L － 2ナ レ セ プ タ ー

の 発 現
，

マ ク ロ フ ァ
ー ジ賦 活化 国子 くm a c r o ph a g e a c ti v a ti n g

f a c t o r
，
M A F l の 産 生能 の 低下 な ど が観 察 さ れ て い

る
卸

． 病巣内で も 同様 の T 細胞不 全が 生 じて い る もの

と考 え られ る － N iit s u rn a
，
H o l m e s ら

2 叩 OI
に よ っ て病巣

内に B a cill u s
－ C a l m e tt e－G u e ri n くB C Gl を局所 注射 す

る こ と に よ っ て 混 合リ ン パ 球培養くm i x e d l y m p h o c y t e

C u lt u r e
，

M L Cl ， 細 胞 媒 介 性 リ ン パ 球 溶 解 くC ell－

m e di a t e d ly m p h ol y si s
，
C M LI ， N K 活 性が 回 復 す る

が
，

B C G の 全身投与 で は効果が な い と 報告 さ れ て お

り ， 腰瘍 内の 免疫抑制 因子 の 存在 を示唆 し て い る ． ま

た ，
王し2 を全身投与す る こ と に よ っ て

，
T I L の 腫 瘍傷

害活性を 回復 さ せ る こ とが で き る
a 41

． こ れ ら の こ と か



9 5 8

ら
，
癌局所に お け る免疫抑制 は 可逆性 で あり ， 免疫抑

制 を起 こ す 環境 を取 り除 けば
，
T 工L の抗腰瘍効果 を有

効 に 引き 出す こ と が で き る可 能性を 示唆 し て い る ．

T I L の浸潤 の程度と 患者 の 予後 と は 関連 が あ り ，

T 工L は腰瘍免疫反応の 一 つ と し て 諸家 の 関 心－ を集 め

て き た
alI

． 肺癌 に お い て も T 因子 ，
N 因子 の 進行 に

伴 っ て
，
腫瘍細胞密度が増加 し

，
T工L 密度が 低下す る

傾 向が認 め られ る と報告さ れ て い る
氾J

． 著者 の研 究 に

お い て も病期が 進行す る に つ れ て
，

N K 活性 ，
L A K

活性，
A T に対 す る細胞傷害活性 は 3 者 と も低下す る

傾 向を認 めた ． さ ら に
，

T I L か ら 工L ．2 に よ っ て 誘導

さ れ る作 働細胞 は増殖 パ タ
ー ン や 細 胞 傷 害 活 性 が

P B L と 異な っ た 特徴 を示 す こ と が 知ら れ て い る
3き1

．

T I L の大部分は C D 4 陽性の イ ン デ ュ
ー

サ
ー T 細胞

亜群 あ る い は C D 8 陽性の キ ラ ー ． サ プ レ ツ サ ー T 細

胞 亜群で
，

これ らが 種々 の 程度 に 混在 し て い る ． 肺癌

を含む ヒ ト腫瘍系で C D 8 陽性 丁 細胞優位 で あ る とい

わ れ るが
叫

l 肺癌 で は C D 4 陽性 丁 細胞 が優位 で あ る

と い う 報告も あ る
御 I

． また
， 腫瘍内 に は B 細胞 や マ

ク ロ フ ァ ー ジ
，
さ ら に は N K 細胞 の マ

ー カ ー

を も つ も

の は少数で ある ． マ ク ロ フ ァ ー ジ に 関 して は抗腫瘍性

が あ る と す る も の
，

な い と す る 報 告 に 大 別 さ れ

る
37 卜 391

． 著者の 実験で も T 王L は T 細胞 が大 多数 を し

め
，

B 細胞 ，
マ ク ロ フ ァ

ー ジ
，

N K 細魔 は少数で あ っ

た ． また
，

T 細胞の 腫瘍内分布 は ， 問 質部 に は C D 4

陽性 の T 細胞が
ト
腫瘍細胞間 には C D 8 陽性 丁 細胞

が 多く浸潤 して い ると の報告 も ある
旭1

． T I L は1 L －2 レ

セ プ タ
ー に 対する抗体で10 ％以下 しか染色 さ れ ず

，
そ

の 活性は抑制さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ る
叫

． W o n g

ら
421

は C 工14 陽性の T IL は 1 し2 存 在下 で 培養 す る と

K 562 細胞 と D a u d i 細胞 に 対 して20 ％以 上 の 細胞 傷

害活性 を示 す が ，
C D 8 陽性の T工L は K 5 6 2 細胞 に 対

し て20 ％以 上 の細 胞 傷 害 活性 を 示 す も の の
，

D a u d i

細 胞 に は 括 性 を示 さ な か っ た と 報 告 し て い る ．

M i e s c h e r ら
嘲
は T I L をク ロ

ー

ン 培養 して
，
C D 4 陽性

の T I L の5 7 ％はrI L － 2 産生 能 を も ち
，

C D 8 陽 性 の

T 工L の93 ％が細胞傷害活性 を示 す こ と よ り
， 増殖 し た

T 工L は培養前の機能を維持 して い る と報告 して い る ．

こ れ らの こ とよ り TI L を用 い た養 子 免疫療 法 に よ る

治療効果 が期待で き る ．

著者は TI L の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に お い て
，

T 工L モ

デ ル の ア ロ ジ ェ ニ
ツ タ棟的細 胞に 対 す る初期 C T L 活

性 が N K 活性 くN K － L A K 活性1 よ り も L A K 活性 に

対 して よ り強い 相関を示 す こ と か ら ，
T 工L を 1 し2 存

在下 で培養 して 誘導さ れた作 働細胞群 は N K よ り も

む しろ C T L 及 び L A K 類似 の 括性を も つ と の 結論 を

辺

得 た － こ の こ と は T I L を培 養す る と ．
C D 8 陽性 丁 細

胞が 有意 に 増加 した こ と と矛盾 しな い と 考 えら れる ．

し たが っ て
仁
現在各施設 で 用 い られ て い る培養プ ロ ト

コ
ー ル に よ っ て誘導 され る リ ン パ 球の 細胞傷害活性は

ほ と ん どの場合 L A K 類似の 細胞傷害活性 をも つ と考

え られ ， 特異的 C T L 活性 を もつ リ ン パ 球は優位で な

い と推定 さ れ る ． 最近 の リ ン パ 球の 表面 マ
ー

カ ー の 研

究 に よ る と
，
I し2 存在下で 培養 した 時 ， 活性化される

T IL は L A K 細胞 と い う よ り も む し ろ
，

C D 8 陽性の

C T L が大 多数 で あ る と示 唆 され て い る
崩 卜 亜ユ

． 以上 の

報 告を併 せ考察 す る と ，
T 工L に 存在す る抗腫瘍細胞傷

害活性 を も つ T 細胞は 高度に 感作 さ れ
，

極 め て 特異

性 の高 い 細胞傷害活性 を持 つ C T L よ り む しろ
， 感作

初期 の特異性 が あま り 限局 され て い ない T 細 胞集団

の 可能性 が 示唆 さ れ た ． 今後
，
癌組織内 に 浸潤す るリ

ン パ 球 の生体 に お け る意義 な どが さ ら に 詳細 に 明らか

に さ れ る も の と 思わ れ る ．

ま た
，

シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 実 験 に お い て も 実際 の

T 工L と 同じ く病期が 進む に した が っ て
， 細胞傷害活性

が 低下 す る傾 向を認 め た ． さ ら に 混合培養 に よ っ て ア

ロ ジ ェ ニ ツ タ作働細胞 に対 す る C T L 活性 は有意に 上

昇 した ． しか し，
N K 活性 ，

L A K 活性 は培養前後で有

意差が な く ，
む しろ低下 す る傾向 さ え も認 めた ． 混 合

培 養に よ っ て
，

一

緒 に 培養 し た療的細胞 に 対す る傷害

活 性が 上 昇す る こ と は s ti m u l a t ed － L A K に お ける傷害

活 性の 上 昇を 裏付 け て い る ．

K r a d i n ら
珊
は TI L を I し2 と と も に 全 身投与 して

，

悪 性黒 色種 ， 腎細胞癌 に は効果の あ っ た 症例 もあ っ た

が
， 肺癌 に は効 果が な か っ た と報告 して い る ． 著者は

癌 性胸 膜 炎の 肺 癌 患者 の 胸水 よ り T工L を 分離 し
，

r工し2 存 在下に て 培養 して r工し2 と と も に胸腔 内に 戻

す 方法に て
， 養子 免疫療法 を試 み たが ， 3 例行い

，
2

例 で胸 水の 消失 を認 め た ． ま た ，
Y a s u m o t o ら

嘲
は癌

性 胸 膜炎 の 患者 胸腔 内 に 工し2 を 注入 し
， 胸 腔内に

L A K 細 胞が 誘導さ れ
，

臨床効果が え られ た と 報告し

て い る ． しか し
，
胸水消 失が どの よう な機序 に よ るも

の か
， 果た して T IL － L A K 作用 に よ る も の か どう か は

断定 しが た く
，

こ れ か ら の 更 な る検討が 必 要 で ある ．

病巣内に は 末棺血 や リ ン パ 節 よ り ， 多 く の プ レ キ

ラ
ー T 細胞が 存在 して い る が

， 種 々 の抑 制機 構が 存

在 す る た め に
，

キ ラ
ー T 細胞 へ の 成熟 ， 増殖が 抑制さ

れ て い る ． しか し， 病巣局 所 に 認 め られ る免疫抑制は

可逆的 で あり ，
王し2 存在下の 培養に よ っ て

，
T工L は

C T L も しく は L A K 類似の 活性 を持つ よ う に な りう

る ． した が っ て
，
培養 TI L を A T と混 合培 養し

，
大

量培養 を試み る こ と に よ っ て
，

A T に 高 い 特異性をも
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つ T 細胞 を分離 し，
N K や L A E 細胞 に 感受性の な

い腫瘍に 対 して も養子 免疫療法に使用 す る こ とが 可能

で ある と考 え られ る ．

結 論

肺癌患者 に 対す る補助 療法 の 1 つ と し て Tl し L A K

細胞を用 い た 養子 免疫 療法 を 行 な う こ と を前 提と し

て
， 各種リ ン パ 球を用 い た培養実験 を行 っ た ． ま た

，

実際に 癌性胸膜 炎の患者 で L A K 細胞 を 用 い た養子 免

疫療法 を試み た ■ これ ら の研究よ り ， 以 下の 結論 を得

た ．

1 ． T I L の N K 活性 は R L N L と と も に P B L に 比

較して 有意 に 低 く
，

N E 細胞自体 に よ る抗腰瘍活性は

著明 に抑制 され て い た ．

2 ． T I L の N K 活性 ，
L A K 活性 ，

A T に 対す る細

胞傷害活性 は O E ， 4 3 2 あ るい は rIし2 存在下 に て 培 養

す る と
，

2 0 ％以 上 の 活性 を 得 る こ と が で き た が
，

rI L －2 存在下 で 培養 した R L N L や P B L と 比較す る と

有意に 低か っ た ．

3 － T I L の シ ミ ュ レ ー

シ ョ ン で は ア ロ ジ ェ ニ ツ ク作

働細胞の ア ロ ジ ェ ニ ツ タ標的細胞に対 す る C T L 活性

は
，
N E 活性 よ り も む し ろ L A K 活性 に 対 し て強 い 相

関関係 を示 し
，

T王L の 反応性 に 類似 した ． こ の こ とよ

り，
T I L よ り誘導さ れ た作働細胞群 は N K 細胞 よ り

も C T L お よ び L A K 細胞類似 の活性 を も つ こ と が 示

唆さ れ る ．

4 ． T 工L の表 面マ
ー カ ー

は T 細胞優位 で あり ，
マ

ク ロ フ ァ
ー

ジや B 細胞 ， さ ら に は N K 細胞 の マ
ー

カ ー

を もつ も の は 少数で あ っ た ． 培養に よ っ て T 細

胞の割合が ふ え
， 特 に C D 8 陽性細胞が 有意 に 増 加 し

た ． こ の こ と よ り ，
T I L の 細胞傷害活性は特 異性 が比

較的限定さ れ て い な い C T L お よ び L A K 類似 の 活性

で ある こ と が 示唆 され る ．

5 － 癌性胸膜炎患 者 の 胸 腔 内に T 工しL A K 細胞 十

rI L －2 を注入 し
， 胸水の 消失 を認め た ．
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，
8 －1 4 く19 8 引．

2 8ナ H a ki m
，
A ． A ． こ P e ri p h e r al b l o o d l y m ph o c yt e s

f r o m p a ti e n t s w ith c a n c e r l a c k i n t e rl e u k i n
．2

r e c e pt o r s ． C a n c e r
，
6 1

，
68 9 －7 0 1 く19 8 81 ．

2 9I N iit s u m a
，

M ．
，

G ol u b
，
S ． H ．

，
E d el s t ei n

，
R ．

鹿 H ol m e s
，

E ． C ． こ L y m p h oid c ell s i n filt r a ti n g

h u m a n p u l m o n a r y t u m o r s 二 E ff e ct of i n t r al e si o n al

B C G i nj e c ti o n ． J ． N ． C ．
I

．
，
6 7

，
9 9 7 － 1 0 0 3 く19 811 ．

3 0I H ol m e s
，

E ． C ． ニ I m m u n ol o g y o f t u m o r

i n filt r a ti n g ly m p h o c yt e s ． A n n ． S u r g ．
，
2 0 1 こ 1 5 8 ．1 63

く19 8 51 ．

3 1I S h i m o k a w a r a
，
I ．

，
I m a m u r a

，
M ．

，
Y a m a n ak a

，

N ．
，

I s h ii
，

Y ． 鹿 K i k u ti
，

K ． こ Id e n tifi c a ti o n of

l y m ph o c y t e s u b p o p ul a ti o n s i n h u m a n b r e a s t

c a n c e r ti s s u e a n d it s si g n ifi c a n c e ニ A n i m m u n o p e r
－

o x id a s e st u d y w ith a n ti －h u m a n T －

a n d B －

C ell s e r a ．

C a n c e r
，
4 9

，
1 4 5 6 －1 4 6 4 く1 9 8 21 ．

3 21 光永伸 一

取 木 村秀ヰ凱 山 口 豊二 原発性肺癌に

お け る腫瘍細胞 お よ び腫瘍内浸潤リ ン パ 球の 数量的解

析の 試み ． 日癌 治，
2 3

，
1 4 6 7 －1 4 7 2 く19 8 軋

331 H o e
，

D ． S ．
，

W h i t e si d e
，
T ． L ．

，
J o h n s o n

，
J ．

T ．
，
C h e n

，
K ．

，
B a r n e s

，
E

．
I J ． 鹿 H e r b e r m a n

，
R ．



肺癌腫瘍浸潤リ ン パ 球の 抗腫瘍活性と そ の 賦活

B ． ニ L o n g
－t e r m i n t e rl e u k i n 2 Ld e p e n d e n t g r o w th a n d

c yt o t o x i c a c ti vi t y o f t u m o r －i n filt r a ti n g l y m p h o c y t e

f r o m h u m a n s q u a m o u s c e11 c a r ci n o m a s o f th e h e a d

a n d n e c k ． C a n c e r R e s ．
，
4 7

，
63 5 3 － 63 6 2 く1 9 8 7l ．

瑚 石 井良文こ 腫瘍患者 に お け る リ ン パ 球動態 一 癌

巣内 リ ン パ 球 を 中 心 に －

． 臨 床 免 疫 ，
2 0

，
6 4 5 牒48

く19 8即．

3 5I 佐藤雄 一

二 浸潤リ ン パ 球 ， 組織球 の サ ブ セ ッ ト同

定に よる肺癌局所 の 免疫応答の 検討 ． 病 理 と 臨床 ，
3

，

8 9 －9 6 く19 8 5I ．

瑚 Y a n o
，

T ．
，

Y a s u m o t o ， K ．
，

T o g a m i
，

M ．
，

I sh id a
，
T ．

，
E i m u r a

，
G ．

， S u gi m a c h i
，
K ． 鹿． N o m o t o

，

K ． 三 P r o p e rti e s o f r e c o m b i n a n t i n t e rl e u k i n 2 －

C u l －

t u r e d t u m o r
－i n filt r a ti n g l y m p h o c y t e s i n h u m a n

l u n g c a n c e r ． I n t ． J ． C a n c e r
，
4 3

，
61 9 －6 2 3 く19 8 9J ．

371 T a k e o
，
S ．

，
Y a s u m o t o

，
瓦 ．

，
N a g a s hi m a

，
A ．

，

N a k a h a s h i
，

H ■
，
S u gi m a c h i

， K ． 鹿 N o m o t o
，

E ． ニ

R ol e o f t u m o r a s s o ci a t e d m a c r o p h a g e s i n l u n g

C a n C e r ． C an C e r R e s ．
，
4 6

，
3 1 7 9 －3 1 8 2 く19 8 6l ．

瑚 S o n e
，
S ．

， U t s u gi ，
T ．

，
N ii

，
A ． 鹿 O g u r a

，
T

． ニ

E ff e c t o f h u m a n al v e ol a r m a c r o p h a g e s o n th e

i n d u c ti o n o f l y m p h o k i n e くI L － 21 －

a C ti v a t e d k ill e r

C ell s ． J ． I m m u n o l ．
，
1 3 9

，
2 9 － 3 4 く19 8 7I ．

卿 Y a s u 丑n O t O
，

E
．

，
T a k 印

，
S ．

，
Y a n o ，

T
リ

N a k a h a s h i
，

H ．

，
N a g a s h i m a

，
A ．

，
S u gi m a ti

，
E ． 鹿

N o m o t o
，

K ． ニ R ol e of t u m o r －i n filt r a ti n g l y m p h o
．

C yt e S i n th e h o st d ef e n s e m e c h a n i s m a g ai n st l u n g

C an C e r ． J ． S u r g ． O n c o l ．
，
38

，
2 2 1 － 2 2 6 く1 98 8J ．

4 0J H o e
，

D
． S ．

，
W h it e sid e

，
L ．

，
J o h n s o n

，
J ． T

．
，

C h e rL I K ．
，

B a rn e S
，

E
． L ． 及 H e r b e r m a n

，
R ． B ． ニ

L o n g
－t e r m in t e rl e u k i n 2－d e p e n d e n t g r o w th a n d

C y t o t o x i c a c ti v it y o f t u m o r －i n filt r a ti n g l y m ph o
－

C y t e S f r o m h u m a n s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a s o f

th e h e a d an d n e c k ． C a n c e r R e s ．
，

4 7
，

63 5 3 －6 36 2

く198 7I ．

4 11 S t r a u c h e n
，
J ． A ． 及 B r e a k s t o n e

，
B ． E ． 三 I し2

r e c e pt e r e x p r e s si o n i n h u m a n l y m ph oi d l e si o n s こ

I m m u n o hi s t o c h e mi c a l st u d y of 1 66 c a c e s ． A m ． J ．

P a tb ol
リ
1 2 6

，
5 0 6 －5 1 2 く19 8 71 ．

9 6 1

4 2ナ W o n g ，
J ． T ．

， P i n t o
，

C ． E ．
，
G i ff o r d

，
J ． D ．

，

K u r n i c k
，
J ． T ． 鹿 K r a di n

，
R ． L ． こ C h a r a c t e ri z a ti o n

Of th e C D 4
＋

a n d C D 8
十

t u m o r i n filt r a t in g l y m p h o
．

C y t e S p r O p a g a t ed w ith bi s p e cifi c m o n o cl o n al

a n tib o d i e s ． J ． I m m u n ol ．
，
1 4 3

，
3 40 4 ．3 41 1 く19 8 9I ．

4 3I M i e s c h e r
， S ．

，
S t o e c k

，
M ．

， Q i a o
，
I ． ． ， B a r r a s

，

C
．
，
B a r r el e t ， I ．． 鹿 v o n F li e d n e r

，
V ． ニ P r e f e r e n ti al

Cl o n o g e n i c d efi cit o f C D 8 ．

p o siti v e T ．1 y m ph o c y t e s

i n filt r a ti n g h u m a n s olid t u m o r ． C a n c e r R e s ．
，
4 8

，

6 9 9 2 －6 9 9 8 く19 8 81 ．

4 4I F i n k e
，
J － H ．

，
R a y m a n

，
P ．

，
A l e x a n d e r ， J ． ，

E di g e r
，

M ．
，
T u b b s

，
R － R ■

，
C o n n ell y ，

R ．
，
P o n t e s

，

E ． 及 B u k o w s k i
，

R ． こ C h a r a c t e ri z a ti o n o f th e

C yt OI Yti c a c ti v it y o f C D 4
＋

a n d C D 8
＋

t u m o r
．i n filt ．

r a ti n g l y m ph o c yt e s i n h u m a n r e n al c ell c a r ci n o －

m a ． C a n c e r R e s ．
，
5 0

，
2 36 3 ． 2 3 70 く19 9 0J ．

麟I M i e s c h e r
，

S ．
，

S t o e e k
，

M
り

B a r r a s ， C ．
，

B a r r el et
，
L ． 鹿 v o n F li e d e n e r

，
V ． ニ P r olif e r a ti v e

a n d c yt o l y ti c p o t e n ti al s o f p u rifi ed h u m a n t u r n o r 一

－i n filt r a ti n g l y m ph o c yt e s ． I m p ai r ed r e s p o n s e t o

m i t o g e n
－d ri v e n sti m ul a ti o n d e s pit e T －

C ell r e c e p t e r

e x p r e s si o n ． I n t ， J ． C a n c e r
，
4 2

，
6 5 9 －6 6 6 く1 98 8I ．

4 6I 稲村典昭
，
曽根 三 郎， 楊河 宏幸 ． 仁井 昌彦 ， 小倉

剛 ニ L A K 細 胞 と そ の 臨 床 応 用 ． 呼 吸
，
7

，
3 0 4 － 30 9

く19 8 軋

47J K r a di n
，

R ． L ．
，
K u r n i c k

，
J ． T ．

，
L a z a r u s

，
D ．

S ．
，
P r e ff e r

，
F － I

．
，
D u bi n e t t

，
S ． M ．

，
P i rLt O

， C ． E ．
，

G if f o r d
，
J ．

，
D e vi d s o n

，
E ．

，
G r o v e

，
B ．

，
C all a h a n

，

R ． J ． 鹿． S t r a u s s I H ． W － こ T u m o r
－i n filt r a ti n g

l y m p h o c y t e s a n d i n t e rl e u k i n － 2 i n t r e a t m e n t o f

a d v a n c e d c a n c e r ． L a n c e t
，
1

，
5 7 7 － 58 0 く19 89l ．

4 8J Y a s u m o t o
，
K ．

，
M i y a z a k i

，
K ．

，
N a g a si m a

，
A ．

，

I s h id a
，
T －

，
E u d a

，
T ．

，
Y a n o

，
T ．

，
S ll gi m a ti

，
K ． 鹿

N o m o t o
，

K ． ニ I n d u c ti o n of l y m p h o k i n e
－

a C ti v a t e d

k ill e r c ell s b y i n t r a pl e u r al in s ti11 a ti o n s of r e c o m b i －

n a n t i n t e rl e u k i n－2 i n p a ti e n ts w ith m ali g n a n t

pl e u ri s y d u e t o l u n g c a n c e r ． C a n c e r R e s ．
，

4 7
，

21 8 4 ．2 1 8 7 く19 8 71 ．



9 6 2 渡 辺

S t u d ie s o n T b m o ri ci d al A cti v ity o－ n l m O r ．i n fiIt r a tin g L ym P h o c y t es a n d its a p p li c a ti o n t o

l u n g c a n c e r p ati e n t s S h i n －i c hi r o u W ata n at n
，
D ep ar t m e nt Of S u rg e ry くり，

S c h o ol of M e d i ci n e
，

K an a Z a W a U ni v er si ty ，
K a n a z a w a 9 2 0

－

J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
99

，
9 4 7

－

96 2 く19 90J

K e y w o r d s i n te rl e u k i n － 2
，
ly m p h o k i n e a c ti v a t ed k ill e r c ell

，
a n tl g e n － Sp e Cifi c c y t o t o xi c T

l ym p h o c y tes
，
t um Or －i n fi ltr a h n g l y m ph o c y te

，
a d o p tl V e i m m un 0 th er ap y

I n th e p r es e n t s tu d y an att e m P t W aS m ad e t o c h a r a ct e ri z e tt m or －i n 丘1tr atin g ly m p h o c y t es C n L sl

wi th th e e v e n t u al ai m o f cli mi c al ap pli c a ti o n fb r ef fe c ti v e ad op tl V e i m m un 0 th er ap y
fb r l u n g c an C er

p a ti e n ts ． As i m m u n ol o g i c al p ar am e ter S
，
n a t ur al kill e rくN KI c ell a cti vi ty ，

1 y m p h o k in e a cti v a te d k ill e r

くL A KJ c ell a c ti vit y ，
C y t Ot O X i ci ty a g ai n s t a u t o1 0 g O u S t u m O r くA Tう C ell s an d s ur f a c e m ar k e rs of

l y m p h o c y t e s w e r e e v al u a te d － T h e r e s ul ts sh o w e d N K a c tiv l ty O f b o th r e g l O n a1 1 y m p h n o d e

l y m p h o c y t es くR L N L sl an d T T L s w a s 甲P a r e n d y l o w i n c o m p ar is o n w i th th a t o f P B L s くpe ri p h er al

bl o o d l ym P h t x y t esl ． S u b s t an ti al a ug m e n ta d o n くン20 ％l o f th e c y t o to xi c a cti vity ag ai n st th e K 5 62
，

D a u di an d a u t ol o g o u s c ell li n e s w e r e in d u c e d b y i n c u b ati n g th e T I L s w i th O K － 4 3 2 o r rI L － 2
，
al th o u g h

th e s e e n h an C e m e nt Of th e cy to t o x i ci ty W a S Si g ni fi c a n tly l o w in c o m p a ri s o n w i th th at of th e R L N L s

a Jld P B L s
．

B y an al y sis of l ym P h o cy te s u b s e ts
，
it w as cl ar i 鮎d th at th e m aj o ri ty of th e T I L s w er e T

c ell s くm o st of th e m w er e C D 8
＋

c ell sl ，
W h er e a s B c ells

，
m a C r O p h ag es an d N K c ell s w er e m in o ri ty －

T h e T I L s in d u c ed b y ei th er rr L － 2 0 r O K －4 3 2 h ad a p ote n t a ctl Vl ty t O l y s e A T c ell s b u t n o t a u t ol o g o u s

bl a s toid l y m p h o c y te s －
T b e s e r e s ul ts st r o n gl y i n d ic a te d th at

，
i f n o t a t al1

，
S O m e P ar t Of c ul tu r e d T I L

c o n t ai n e s c y t o t o xic T l y m p h o c y t e w h i c h h a v e a s p e cifi city a g al n S t a u t O1 0 g O u S t u m O r C ell s －

A c c ordi n gly ，
i t w a s th o u gh t t o b e p r o b abl e th at s o m e of th e c y t o to x ic T c ells くC T L sJ i n th e T I L s

m i gh t h a v e c y t ot o x I C lty a g a l n S t A r c ell s ． T h er e f o re
，

th e c y t o t o xi c a c tlV lty Of T I L s w a s fu r th e r

an aly s e d b y si m ul a ti o n st ud y u sl n g all o g e mi c e fft c t or an d tr a g et c ell s ． B y th e si m ul ati o n st u d y it w a s

cl ar ifi e d th at th e c y t o t o xi c a ctlV lty O f e 蝕 ct or c ell s in th e T m s c o rr ela ted m o re w i th th e L A K c ell

a cti vi ty th an W i th th e N K c ell a c ti v ity － F t o m th e r e s ul ts o f th e pr e s e n t st u d y ，
i t w as c o n cl u d e d th at th e

in c u b ati o n of th e T I L s in d u c ed L A K c ell a cti v i ty an d c y t ot o x i c T l ym P h o c y te ag ai n s t A T c ell s － T h us
，

th e c y t o to xi c a c ti vi ty o f T m s ag ai n s t A T c ell s c an C O n Si st wi th th o s e of L A K c ell s as w ell a s C T L s ．

A d op ti v e i mm un 0 th er ap y くA 叩 W a S 由 ed o n l un g C a n C er P ati e n ts w i th c a r ci n o m ato u s pl e u r o sy － T n s

w er e e x tr a c te d 打o m pl e u r al e ff usi o n
，

an d e n h an C ed b y rI L － 2 ． T h e e n h an C ed T I L s w i th rI し 2 w er e

i n f u se d i n t o th e th o r a cic c a v lty ，
an d s u b s eq u e ntl y ln t W O O u t Of t h r e e c a s e s th e pl e u r al e ff u si o n

di s ap pe ar e d －


